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二 乙烯 三 胺 /一 氧化 氮 聚 合 物 诱导 的 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 损伤 模型 的 建立 
PRONE KER ES AME! EWI WEF 
(内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 
摘 ”要 : 泌乳 期 间 的 奶牛 由 于 代谢 旺盛 ， 往 往 会 产生 大 量 一 氧化 所 (NO) ,诱导 发 生 和 氧化 应 
激 ， 进 而 对 细胞 产生 毒害 作用 。 本 试验 旨 在 探讨 二 乙烯 三 胺 /一 氧化 氮 聚 合 物 (DETA/NO) 


诱导 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cells, BMEC) 氧化 应 激 的 损伤 条 件 ， 并 


建立 氧化 应 激 模 型 。 本 试验 利用 不 同 浓度 (0、10、30、100、500、1 000 pmol/L) 的 DETA/NO 


作为 刺激 源 ， 作 用 BMEC 2、4、6、8、12、24 h， 通 过 测定 细胞 存活 率 、 抗 氧化 指标 、 炎 


症 因 子 和 一 氧化 氮 Citric oxide, NO) 含量 及 诱导 型 一 氧化 氮 合 酶 Gnducible nitric oxide 


synthase, iNOS) 活性 ， 筛 选 适宜 的 DETA/NO 作用 时 间 及 作用 浓度 ， 建 立 BMEC 氧化 损伤 


模型 。 结 果 表 明 : 1 000 hmolL 的 DETA/NO 作用 细胞 6 h， 细 胞 存活 率 降 低 为 74.27%， 超 


氧化 物 卜 化 酶 、 过 氧化 氨 酶 、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 活性 也 均 显 著 降 低 CP<0.05), 然而 , INOS 


一 活性 ， NO、 和 白细胞 介 素 -1、 白 细胞 介 素 -6、 肿 瘤 坏 死因 子 -w、 丙 二 醛 含量 则 呈现 相反 的 变化 


N 规律 ， 显 著 升 高 (P<0.05)。 综 上 所 述 ，1 000 umol/L 的 DETA/NO 处 理 细胞 6h， 可 构建 理 


想 的 BMEC 氧化 应 激 模型 。 


关键 词 : 二 乙烯 三 胺 /一 氧化 所 聚合 物 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 ， 氧 化 损伤 


中 图 分 类 号 : S823 


= 氧化 应 激 是 指 机 体 在 需要 清除 体内 老化 的 细胞 或 在 遭受 各 种 有 害 刺激 时 , 体内 高 活性 分 


© 子 如 活性 氧 自由 基 (reactive oxygen species，ROS) 和 活性 氮 自 由 基 (reactive nitrogen species, 


RNS) 产 生 过 多 ， 氧 化 程度 超出 机 体 对 氧化 物 的 清除 能 力 ， 氧 化 系统 与 抗 氧化 系统 失衡 ， 使 


机 体 处 于 氧化 应 激 状态 ， 并 最 终 导 致 组 织 损伤 ， 引 起 疾病 、 衰 老 、 甚 至 死亡 。 处 于 泌乳 期 的 
奶牛 代谢 旺盛 , 尤其 在 围 产 期 和 泌乳 高 峰 期 , 由 于 机 体 产 生 较 多 的 自由 基 而 超过 机 体 的 防御 
能 力 ， 破 坏蛋 白质 、 核 酸 等 生物 大 分 子 ， 使 机 体 正常 的 代谢 发 生 素 乱 ， 即 产生 氧化 应 激 趾 。 


奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cells,BMEC ) 发 生 氧 化 应 激 不 仅 会 影响 健康 ， 
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还 会 因为 氧化 产物 的 积累 导致 乳品 质 降低 叫 。 建 立 可 靠 的 氧化 应 激 模型 ,是 揭示 氧化 应 激 机 制 
的 重要 措施 之 一 ， 对 改善 奶牛 健康 和 改进 乳品 质 也 具有 重要 意义 。 


一 氧化 氮 (nitric oxide, NO) 是 一 种 结构 简单 、 分 子 质量 小 的 生物 自由 基 ， 研 究 证 实 ， 
机 体 产生 的 NO 具有 双向 调节 功能 。 一 方面 , 巨 咽 细胞 产生 的 NO 在 体内 和 体外 都 有 抗菌 及 
抗 肿瘤 的 作用 ， 保 护 动物 免除 外 界 环境 的 感染 中 。 另 一 方面 ， 过 高 含量 的 NO 还 会 导致 活性 
氮 的 产生 、 细 胞 信号 通路 的 阻 断 以 及 全 身 性 不 可 控制 的 炎症 ， 对 机 体 产 生 氧 化 应 激 内 。 二 乙 


烯 三 胺 /一 氧化 氮 聚 合 物 (diethylenetriamine/nitric oxide adduct，DETA/NO) 是 一 种 人 工 合成 
的 一 氧化 氮 / 核 苷 化 合 物 ， 其 特点 在 于 它 无 需 酶 的 催化 作用 ， 能 够 快速 释放 NO。 同 时 ， 
DETA/NO 也 是 目前 所 获得 的 半衰期 最 长 的 一 氧化 氮 / 核 昔 化 合 物 之 一 , 有 利于 体外 试验 的 长 
时 程 观察 。 因 此 ，DETA/NO 是 较为 理想 的 诱导 细胞 损伤 的 外 源 性 NO PEPE! 

然而 ， 目 前 大 多 数 细胞 氧化 损伤 模型 是 以 过 氧化 氧 〈H2O>) 作为 应 激 源 构建 的 ， 关 于 
以 DETAINO 作为 外 源 性 NO 供 体 构 建 细胞 氧化 损伤 模型 的 报道 鲜 见 ， 而 针对 BMEC 构建 
= NO 损伤 模型 的 研究 尚未 见报 道 。 鉴 于 此 ， 本 试验 采用 DETA/NO 作为 外 源 性 NO 供 体 ， 摸 


~N 索 造 成 体外 培养 的 BMEC 氧化 损伤 的 适宜 作用 浓度 和 作用 时 间 ， 建 立 DETA/NO 氧化 损伤 


模型 ， 为 进一步 深入 探讨 BMEC 氧化 应 激 机 制 及 抗 氧化 机 理 黄 定 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


DMEM/F12 〈 货 号 : 12400-024)、 胎 牛 


清 ( 货 号: 10099-141)、 胰 岛 素 转 铁 蛋白 溶液 


货号 : $1$00-056)、 胰 有 蛋白酶/ 乙 二 胺 四 乙酸 (货号 : 25300054)、 双 抗 ( 货 号: 15140-122)、 


KEI S: 17101-015)、 表 皮 生 长 因子 (货号: E4127)、 氧化 可 的 松 (货号 : H0135) 


催乳 素 ( 货 号 : 16520). MEGA B CES: AE437)、DETA/NO (货号 : 146724-94-9) 购 


自 美国 Sigma 公司 ; 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (MTT)、 二 甲 基 亚 砚 (DMSO) 购 自 美国 Amresco 公 


司 ， 磷 酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 购 自 美国 HyClone 公司 。 


i 


1.2 ”试剂 配 和 


DETA/NO 培养 液 的 配制 ， 取 10 mg DETA/NO 溶 于 612.8 uL 的 超 纯 水 中 ， 配 制 成 浓度 


为 0.1 mol/L 的 母液 。 再 将 DETA/NO 母液 按 试 验 要 求 配制 成 不 同 浓度 的 DETA/NO 贮备 液 


(0、0.001、0.003、0.010、0.050、0.100 mol/L)。 在 试验 开始 前 ， 用 不 同 浓度 的 DETA/NO 


AT =a: | 
CNINAA IVA 4 FH 


IH FIJ 
J 
HTU 


WE BC Hi MEAS EKE DETA/NO 的 细胞 培养 液 (0、10、30、100、500、1 000 pmol/L), 


保证 各 浓度 培养 液 中 加 入 的 DETA/NO ARAIRE, EAE ER DETA/NO 浓度 不 


同 外 ， 其 他 成 分 都 相同 。 配 制 好 的 细胞 培养 液 用 0.22 um 的 过 滤器 过 滤 除 菌 ， 每 次 换 液 时 现 


配 现 用 ， 并 且 避 光 保 存 。 


1.3 BMEC 的 制备 


BMEC 培养 参照 王 新 朋 等 I 研究 中 所 用 的 胶原 酶 消化 法 。 于 内 蒙古 呼和浩特 市 北 亚 清真 


ae 


屠宰 场 挑选 采集 健康 的 奶牛 乳腺 组 织 ， 迅速 带 回 实验 室 ， DER ALIREZA AA, CA ee 


RAE 3x 双 抗 的 PBS F, 转 入 超 净 台中 ,依次 经 含有 3x 双 抗 的 PBS 清洗 3 遍 、75% 酒 精 


(30 s) 清洗 1 遍 、 含 有 1x 双 抗 的 PBS 清洗 3 遍 。 在 深层 腺 泡 多 的 地 方 剪 取 约 1 mm? 大 小 
的 组 织 块 块 装 入 5 mL 离心 管 中 , 进一步 充分 剪 碎 后 加 入 等 体积 的 0.5% 胶 原 酶 荆 。 置 于 CO 


恒温 培养 箱 (37 °C. 5% C0) 中 消化 1 h， 为 使 组 织 块 充分 消化 ， 期 间 每 隔 20 min SH 
心 管 轻 轻 摇晃 乳腺 组 织 消化 液 用 80 目的 细胞 滤 网 过 滤 ， 收 集 滤 液 于 15 mL 的 离心 管 


中 ，1 300 r/min 离心 5 min 后 ， 弃 上 清 。 培 养 液 重 新 悬浮 细胞 后 接种 于 25 cm? 的 培养 瓶 中 ， 


置 于 CO: 恒温 培养 箱 中 培养 。 待 原 代 细胞 的 贴 壁 率 达 到 80%~90% 时 ， 纯 化 BMEC 并 进行 传 
代 。 

本 试验 采用 第 3 代 传 代 细 胞 进行 研究 ， 细 胞 经 荧光 免疫 细胞 染色 法 鉴定 为 BMECDI1。 连 
续 培 养 到 第 3 代 时 ， 将 BMEC 接种 于 96 孔 细胞 培养 板 和 60 mm 细胞 培养 焉 中， 加 入 完全 


培养 基 ( 含 0.5% 胰 岛 素 转 铁 蛋 白 硒 钠 、1 hg/mL 氧化 可 的 松 、5 g/mL 催乳 素 、10 ng/mL 表 


皮 生 长 因子 ) 培养 至 细胞 贴 壁 率 80%~90% 时 ， 弃 去 旧 培 养 基 ， 加 入 无 血清 培养 基 饥 饿 培养 


24h， 之 后 进行 后 续 测定 试验 。 


1.4 试验 设计 


该 试验 分 为 2 部 分 。 试验 1 采用 单 因 子 完全 随机 试验 设计 , 将 第 3 代 贴 壁 生长 的 BMEC 


随机 分 为 36 个 组 , 每 组 6 个 重复 , 组 细胞 培养 基 中 分 别 添加 0、10、30、100、500、1 000 pmol/L 


的 DETA/NO， 使 之 分 别 作 用 2、4、6、8、12 和 24 h。 其 中 ，0 pmol/L 为 对 照 组 。 通 过 测 


定 其 对 细胞 存活 率 的 有 影响， 初步 科 选 DETA/NO 适宜 的 作用 时 间 。 


试验 2 采用 单 因 子 随机 试验 设计 ， 将 第 3 代 贴 壁 生 长 的 BMEC 随机 分 为 4 个 组 ， 每 组 


6 个 重复 ， 每 组 细胞 培养 基 中 分 别 添加 0、10、30、100、500、1 000 pmol/L 的 DETA/NO. 


广 上 imyi、 人 人 于 甘 日 工 | 
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其 中 ，0 pmol/L 为 对 照 组 。DETA/NO 作用 时 间 以 试验 1 筛选 得 出 的 时 间 为 准 ， 以 抗 氧 化 指 


标 为 依据 ， 进 一 步 第 选 出 适宜 的 DETA/NO 作用 浓度 。 


m 


1.5 样品 采 


细胞 培养 液 的 采集 : 


BMEC 经 不 同 浓 度 的 DETA/NO 培养 基 培 养 6h 后 ， 以 处 理 和 重复 


am 


为 单位 ， 分 别 收集 细胞 培养 液 于 1.5 mL Eppendorf #4, 12 000 r/min 离心 10 min， 收 集 上 


清 液 用 于 超 氧 化 物 歧 化 酶 (SOD)、 过 氧化 氨 酶 (CAT)、 诱 导 型 一 氧化 氮 合 酶 (inducible nitric 


胞 介 素 -1 (IL-1)、 白 细胞 介 素 -6 〈IL-6)、 肿 瘤 坏 


ANS 


oxide synthase, iNOS) 活性 及 NO, 


死因 子 -w (TNF-a) 含量 的 测定 。 


ANS 


胞 样品 的 采集 : BMEC 经 不 同 浓度 的 DETA/NO 培养 液 培 养 6h 后 ， 弃 上 清 ， 将 培养 


于 置 于 冰 上 ， 加 入 1 mL PBS 清洗 2 Wa, MA 1 mL 动物 细胞 裂解 液 冰 上 裂解 30 min， 之 后 


用 细胞 乔 板 刊 取 贴 壁 细 胞 ， 收 集 于 到 1.5 mL Eppendorf 离心 管 中 ，4 °C. 12 000 r/min 离心 
10 min， 收 集 上 清 液 用 于 细胞 
= 测定 。 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GPx) 活性 和 丙 二 醋 (MDA) 含量 的 


N 1.6 测定 指标 与 方法 


BMEC 存活 率 采 用 MTT 法 测定 。 将 BMEC RWAF 96 孔 培 养 板 中 ， 按 照 上 述 试验 


设计 培养 ， 向 各 培养 孔 中 加 入 20 uL KJ MTT (5 mg/mL); 培养 4h 后 ， 弃 去 上 清 液 ， 甩 板 


并 拍 干 液体 ， 再 向 每 孔 加 入 100 pL DMSO， 使 用 全 自动 酶 标 仪 振荡 10 min 后 ， 在 490 nm 
; 波长 下 检测 各 孔 吸光 度 值 CODAowm)。 吸 光度 值 反映 细胞 的 存活 数量 ， 吸 光度 值 越 高 ， 说 明 
© 细胞 的 存活 数量 越 多 。 


细胞 存活 率 〈%) = 试验 组 ODa00 nn/ Xt EH OD4oomm) x100。 


ANS 


胞 培养 液 中 SOD 活性 采用 黄 嗓 叭 氧化 酶 法 测定 ，CAT 活性 采用 比 色 法 测定 。 细 胞 中 


GPx 活性 采用 二 硫 代 二 硝 基 葵 甲酸 法 测定 ，MDA 含量 采用 硫 代 巴 比 受 酸 法 (TBA) 测 定 ， 操 


作 步 又 按照 试剂 盒 阅 明 书 进行 。 试 剂 盒 购 自 南 京 建 成 生物 工程 研究 所 。 


ANS 


胞 培养 液 中 INOS 活性 和 NO、 炎症 细胞 因子 CIL-1. IL-6. TNF-a) 含量 均 采 用 双 抗 


体 夹心 法 测定 ， 具 体操 作 按照 说 明 书 进行 。 试 剂 盒 购 自 美国 R&D 公司 。 
1.7 试验 数据 处 理 


本 试验 数据 用 Excel 进行 初步 整理 及 计算 ， 采 用 SAS 9.0 统计 软件 中 的 ANOVA 程序 进 


行 单 因素 方差 分 析 ， 并 采用 Duncan 氏 检 验 进 行 多 重 比较 。 
2 ge 果 


2.1 DETA/NO 作用 浓度 与 作用 时 间 对 BMEC 数量 的 影响 


由 表 1 可 见 ， 在 不 同 的 作用 时 间 下 ，DETA/NO 的 作用 浓度 对 BMEC 数量 有 显著 的 影响 


CP<0.05)， 随 着 DETA/NO 浓度 的 增加 ， 细 胞 数量 呈 不 同 程度 的 降低 ， 当 DETA/NO 浓度 


为 10 pmol/L 时 ， 作 用 时 间 为 2、4、6 h 时 ，DETA/NO 对 细胞 数量 无 显著 影响 (P>0.05), 


当 作用 时 间 延 长 到 8、12、24h 时 ， 与 对 照 组 相 比 ， 细 胞 数量 显著 减少 (P<0.05)， 存 活 率 


分 别 为 95.32%、92.54%、88.98% 。 当 DETA/NO 浓度 增加 到 30~500 pmol/L 时 ， 作 用 时 间 


为 2~6 h 时 ， 虽 然 细 胞 数量 显著 低 于 对 照 组 C(P<0.05)， 且 细胞 存活 率 均 在 80% 以 上 。 当 
DETA/NO 浓度 增加 到 1 000 pmol/L 时 ， 所 有 作用 时 间 的 细胞 数量 均 显 著 低 于 对 照 组 及 其 他 


各 浓度 组 (P<0.05). 


随 着 DETA/NO 作用 时 间 的 延长 ,DETA/NO 各 组 的 细胞 数量 均 呈 先 降 低 又 升 高 的 趋势 。 
与 作用 2h 相 比 ,作用 4h 的 各 组 细胞 数量 均 呈 下 降 趋势 ,作用 Oh, 所 有 浓度 组 细胞 数量 均 
增加 ; 但 作用 时 间 在 6~24 h 时 , 除 500、1 000 pmol/L Yh, 其 他 浓度 组 的 细胞 数量 波动 较 小 。 


© 其 中 ， 细 胞 存活 率 在 70%~80% 内 的 DETA/NO 作用 浓度 与 时 间 分 别 是 : 1 000 pmol/L 


DETA/NO 作用 细胞 6h， 细 胞 存活 率 为 74.27%; 500 wmol/L DETA/NO 作用 细胞 8h， 细 胞 


存活 率 为 78.94%; 100 pmol/L DETA/NO 作用 细胞 24 h， 细 胞 存活 率 为 76.60%。 
#21 DETA/NO 作用 浓度 与 作用 时 间 对 BMEC 数量 的 影响 (以 OD4oom 表 示 ) 


Tablel Effects of action concentration and time of DETA/NO on BMECs count (expressed as OD490 nm) 


DETA/NO 浓度 Concentration of 作用 时 间 Action time/h 
DETA/NO/(umol/L) 2 4 6 8 12 24 

0 0.3954 0.3812 0.464 0.474 0.488" 0.5178 
10 0.388% 0.360% 0.4492 0.452° 0.451° 0.460° 
30 0.381% 0.353% 0.435 0.429° 0.430° 0.419° 
100 0.370cd 0.349% 0.418° 0.4084 0.4044 0.3964 
500 0.362% 0.334° 0.3744 0.374° 0.339° 0.315° 


1 000 0.356° 0.3064 0.344° 0.302! 0.281! 0.255! 


SEM 0.0035 0.0073 0.0073 0.0045 0.0044 0.0040 


P 值 P-value <0.000 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 


同 列 数据 肩 标 相 同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 下 表 同 。 
Values in the same column with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different letter superscript mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


2.2 DETA/NO 作用 浓度 对 BMEC 抗 氧化 指标 的 影响 


HX 2 可 见 ，DETA/NO 浓度 对 细胞 SOD 活性 有 显著 的 降低 作用 (CP<0.05)。 与 对 照 组 


相 比 ，10、30 pmol/L 组 SOD 活性 无 显著 差异 (P>0.05)。 其 中 ， 浓 度 为 1 000 hmolL 的 组 


SOD 活性 最 低 ， 显 著 低 于 对 照 组 和 10、30、100 pmol/L 组 CP<0.05)， 与 500 pmol/L 组 相 


比 ， 虽 无 显著 差异 CP>0.05)， 但 在 数值 上 低 于 500 pmol/L 组 。 随 着 DETA/NO 浓度 增 大 ， 


细胞 CAT 活性 也 显著 下 降 (CP<0.05)。 与 对 照 组 相 比 ，10 pmol/L 组 CAT 活性 无 显著 变化 


(CP>0.05)， 其 余 各 组 均 显 著 低 于 对 照 组 CP<0.05), 其 中 ,1 000 pmol/L 组 最 低 。 细 胞 GPx 


-> 


活性 也 呈现 相似 的 变化 规律 


对 照 组 GPx 活性 最 高 ， 且 与 10 pmol/L 组 组 间 差 异 不 显著 (P 


>0.05)。 当 DETA/NO 浓度 增加 到 30 umol/L, GPx 活性 显著 低 于 对 照 组 。1 000 umol/L 组 


显著 低 于 其 他 各 组 (P<0.05)。 细胞 MDA 含量 则 呈现 与 GPx 活性 相反 的 变化 规律 。 与 对 照 


组 相 比 ，10 pmol/L 组 无 显著 变化 〈P>0.05)， 但 随 着 DETA/NO 浓度 的 进一步 增加 ，MDA 


含量 逐渐 升 高 。 当 DETA/NO 浓度 增加 到 500~1 000 umol/L 时 ，MDA 含量 较 高 ， 显 著 高 


其 他 组 (P<0.05). 500 5 1 000 pmol/L 组 之 间 差 异 不 显著 〈P>0.05)， 但 在 数值 上 1 000 


umol/L 组 MDA 含量 高 于 500 pmol/L 组 。 


表 2 DETA/NO 作用 浓度 对 BMEC 抗 氧化 指标 的 影响 


Table2 Effects of action concentration of DETA/NO on antioxidant parameters of BMECs 


DETA/NO 浓度 EH it AL 丙 二 醛 
超 氧 化 物 歧化 酶 过 氧化 氧 酶 
Concentration of 物 酶 GPx/TU/mg MDA/(U/mg 
SOD/(U/mL) CAT/(IU/mL) 
DETA/NO/(umol/L) prot) prot) 
0 15.11? 2.428 154.56* 0.85" 
10 15.06? 2.18% 145.49 0.95 


30 14.38* 1.82° 137.73% 1.53> 


100 11.18? 1.25° 133.30° 2.32° 


500 10.38% 0.994 126.89° 3.424 
1 000 9.72° 0.974 105.254 3.724 
SEM 0.381 8 0.136 3 3.537 0 0.176 3 
P (Ñ P-value <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 
2.2 DETA/NO 作用 浓度 对 BMEC 炎症 因子 含量 的 影响 


由 表 3 可 见 ， 随 着 DETA/NO 浓度 的 增加 ， 细 胞 IL-1、IL-6、TNE 含量 呈 不 同 程度 的 升 


高 趋势 。 与 对 照 组 相 比 ，10 wmol/L 组 的 细胞 IL-6、TNF 含量 在 数值 上 有 所 提高 ， 但 组 间 差 


异 不 显著 (P>0.05)。 细 胞 IL-1 含量 在 10 pmol/L 组 、IL-6 和 TNF 含量 在 30 pmol/L 组 开始 


显著 高 于 对 照 组 (P<0.05). 100, 500 pmol/L 组 的 细胞 IL-1、TNE 含量 组 间 差 异 显著 (P 


二 0.05), 同时 显著 高 于 对 照 组 及 10、30 mol/L 2H (P<0.05). 1 000 umol/L 组 的 细胞 IL-1. 


IL-6. TNF 含量 最 高 ,显著 高 于 对 照 组 (CP 二 0.05), 但 与 500 umol/L 组 相 比 , 无 显著 差异 CP 


>0.05). BMEC 经 不 同 浓度 的 DETA/NO 处 理 后 ,细胞 iNOS 活性 与 NO 含量 变化 规律 相似 。 


与 对 照 组 相 比 ，10 umolL 的 DETA/NO 对 iNOS 活性 与 NO 含量 无 显著 影响 (P>0.05)。 之 


后 随 着 DETA/NO 浓度 的 增加 ，iNOS 活性 逐 级 显著 升 高 ， 当 浓度 增加 到 1 000 pmol/L 时 ， 


iNOS 活性 达到 最 大 值 ， 显 著 高 于 其 他 各 浓度 组 C(P<0.05)。NO 含量 呈 相 似 变化 规律 ，100 


与 500 pmol/L、500 与 1 000 hmoyL 组 间 差 异 均 不 显著 (P>0.05), 但 在 数值 上 均 随 DETA/NO 


浓度 的 增加 有 所 提高 。 


时 


表 3 DETA/NO 作用 浓度 对 BMEC 炎症 因子 含量 的 影响 


Table 3 Effects of action concentration of DETA/NO on inflammatory cytokine contents of BMECs 


DETA/NO 浓度 Concentration 诱导 型 一 氧化 氮 合 酶 A 化 Al 细胞 介 素 -1 ”白细胞 介 素 -6 肿瘤 坏死 因子 
of DETA/NO/(umol/L) iNOS/(U/mL) NO/(umol/L) IL-1/(ng/L) IL-6/(ng/L) TNF/(ng/L) 
0 10.48 58.48 66.98 21.98 133.54 

10 11.34 61.08 71.4° 23.7% 138.3 

30 12.2> 62.4? 78.9° 24,9 150.8? 
100 13.07° 66.1° 94.4° 26.0°4 161.5° 
500 14.04 70.0°¢ 100.34 27.6% 170.24 


1 000 14.4° 71.24 108.34 28.5° 174.44 


SEM 0.227 4 1.1415 2.142 6 0.637 7 3.025 9 
P {& P-value <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 
3 w 论 
NO 是 细胞 内 和 细胞 间 重 要 的 信号 调节 分 子 ,除了 参与 神经 信息 传递 、 机 体 防御 免疫 以 及 


细胞 凋 亡 等 生理 功能 维系 外 , 现代 分 子 医学 研究 证 明 NO 还 与 众多 疾病 的 发 生发 展 关 系 密 切 
[3]。 临 床 病理 学 研究 显示 一 氧化 氮 合 酶 COS) 的 过 表达 、 过 量 NO 的 产生 和 炎 性 介质 的 大 


量 表达 在 各 病理 器 官 中 旦 明显 相关 性 ， 这 提示 NOS 及 其 合成 的 NO 和 次 级 产物 活性 氨 等 可 
引发 炎症 反应 中 。DETA/NO 是 一 种 人 工 合成 的 一 氧化 氮 / 核 痊 化 合 物 ， 其 特点 在 于 它 无 需 本 
~ 的 催化 作用 ， 能 够 快速 释放 NO。 同 时 ，DETA/NO 也 是 目前 所 获得 的 半衰期 最 长 的 一 氧化 
氨 / 核 彰化 合 物 之 一 ,有 利于 体外 试验 的 长 时 程 观察 ,是 较为 理想 的 外 源 性 NO 供 体外 .因此 ， 
以 DETA/NO 为 NO 供 体 ， 诱 时 BMEC 建立 氧化 损伤 模型 ， 可 为 科学 调控 奶牛 乳腺 抗 氧化 
能 力 及 机 制 研究 提供 了 更 好 的 试验 平台 。 在 关于 氧化 损伤 模型 的 报道 中 , 氧化 应 激 判 别 标准 
~ 也 有 所 不 同 。 在 孙 婧 陶 等 to 的 报道 中 ， 建 立 延边 奶 山 羊 乳腺 上 皮 细胞 氧化 损伤 模型 时 ， 以 
Q MORER 5090-60% H202 适宜 作用 浓度 与 时 间 的 评判 标准 。 齐 晓 龙 等 (1b 
胞 存活 率 60% 作 为 产 蛋 鸡 肝 细 胞 氧化 损伤 模型 的 评判 标准 . 金 谭 等 "2 的 研究 指出 ,建立 日 20， 
x< 诱导 的 BMEC 氧化 损伤 模型 以 细胞 存活 率 70%~80% 作 为 标准 进行 HoO> KIYI. RAI 
一 种 类 的 细胞 对 于 氧化 损伤 的 耐 受 力 不 同 ， 对 于 细胞 存活 率 判 别 标准 的 选择 也 不 同 。 
< 由 本 试验 结果 可 以 看 出 ， 浓 度 为 1 000 pmol/L 的 DETA/NO 作用 细胞 6 h、 浓 度 为 500 


umol/L 的 DETA/NO 作用 细胞 8h、 浓 度 为 100 umol/L 的 DETA/NO 作用 细胞 24h， 细 胞 存 


活 率 都 在 70%~80%， 分别 为 74.27%、78.94%、76.60%。 结 果 显 示 , DETA/NO 作用 4 与 2 


h 相 比 , 细胞 存活 率 均 下 降 , 但 均 在 80% 以 上 。500~1 000 pmol/L 的 DETA/NO 作用 细胞 8~12 


h, 除 浓度 为 500 pmol/L 的 DETA/NO 作用 8h 之 外 , 其 余 组 均 对 细胞 造成 严重 的 氧化 损伤 ， 


细胞 存活 率 下 降 至 70% 以 下 ， 最 低 达 到 49.28%. WEEN 1 000 hmoyL 的 DETA/NO 作用 细 


胞 6h、 浓 度 为 500 umol/L 的 DETA/NO 作用 细胞 8 h, 细胞 存活 率 虽 然 均 下 降 到 70%~80%， 


但 考虑 到 操作 过 程 中 的 作用 时 间 过 长 , 将 BMEC 长 时 间 暴 露 于 高 浓度 的 DETA/NO, 会 造成 


细胞 大 量 死 亡 ， 以 及 不 可 逆 的 细胞 损伤 ， 这 不 利于 氧化 损伤 建 模 进行 后 续 试 验 。 因 此 ， 根 据 
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细胞 存活 率 初 步 确定 : 浓度 为 1 000 mol/L 的 DETA/NO 作用 细胞 6h 即 可 发 挥 适 宜 的 氧化 


损伤 作用 , 细胞 存活 率 为 74.27%, 符合 筛选 要 求 , 并 且 可 以 在 较 短 时 间 内 观察 到 试验 结果 。 


在 正常 生理 情况 下 ， 自 由 基 的 产生 和 清除 是 处 于 动态 平衡 的 。 如 果 机 体 长 时 间 处 在 病理 
状态 下 ,体内 产生 大 量 自由 基 并 在 在 体内 蓄积 不 能 及 时 被 清除 ， 就 会 对 机 体 产 生 损 伤 。 清 除 


体内 多 余 的 自由 基 主 要 依赖 于 抗 氧化 损伤 防御 体系 中 的 抗 氧化 酶 ,如 CAT, SOD, GPx 等 ， 
它们 发 挥 着 重要 的 抗 氧化 防御 作用 ， 可 以 直接 清除 体内 的 多 余 的 ROS， 保 护 机 体 免 受 氧化 
损伤 .MDA 是 自由 基 , 是 检测 脂 质 过 氧化 反应 的 重要 指标 , 能 反映 出 氧化 应 激 的 程度 0 区 。 


因此 , 抗 氧 化 指标 是 反映 细胞 是 否 发 生 氧 化 应 激 损伤 及 其 损伤 程度 关键 指标 ， 因 此 确定 细胞 


氧化 损伤 模型 时 ， 除 考虑 细胞 存活 率 外 ， 还 必须 考虑 这 些 指标 。 本 试验 结果 得 出 ， 与 对 照 组 


> 相 比 ， 当 DETA/NO 的 作用 时 间 为 6h 时， 作用 浓度 达到 100 pmol/L 即 可 引起 SOD 、CAT、 


GPx 活性 的 显著 降低 , MDA 含量 的 显著 增加 , 说明 DETA/NO 引起 了 细胞 的 氧化 应 激 损伤 。 


此 外 ， 程 广东 5 的 研究 指出 ， 当 机 体 的 抗 氧 化 酶 含量 或 活性 升 高 时 ,机 体 往往 也 处 于 较 高 的 


— 免疫 水 平 ， 表 明 氧化 损伤 与 炎症 关系 密切 。 
N 如 前 所 述 ，NO 是 一 种 结构 简单 、 分 子 质量 小 的 生物 自由 基 ， 它 具有 双向 调节 作用 ， 高 


含量 状态 下 ， 可 以 激活 核 转 录 因 子 KB(NF-kB), 诱 导 促 炎 症 细胞 因子 TNF-a, IL-1. IL-6 等 的 


PÆ, IL-1, IL-6 和 TNF-a 的 产生 又 能 激活 iNOS， 促 使 机 体 产生 更 多 的 NO， 从 而 形成 正 


反馈 循环 , 使 细胞 因子 的 分 泌 以 及 其 NO 上 自身 的 合成 得 以 持续 , 使 炎症 反应 更 持久 , 更 剧烈 ， 


并 最 终 引 起 DNA 损伤 ,线粒体 呼吸 抑制 等 .其 中 重要 的 机 制 之 一 是 超 氧 负离子 的 伴随 产生 ， 


© 两 者 可 以 形成 过 氧 亚 硝 酸 盐 阴离子 等 活性 氮 ， 对 重要 蛋白 进行 氮 化 修饰 ， 改 变 信号 途径 , 直 


接 和 间接 地 介 导 了 NO 的 细胞 毒性 效应 9.1617。 因 此 ，NO 与 炎症 因子 TNF-a. IL-1. IL-6 


均 可 反映 细胞 的 氧化 应 激 程 度 。 本 试验 中 ， 不 同 浓度 的 DETA/NO 处 理 细胞 后 ， 在 BMEC 
抗 氧化 能 力 下 降 的 同时 ， 各 组 的 炎症 因子 含量 、NO 含量 及 iNOS 的 活性 也 呈现 出 与 抗 氧化 
酶 活性 相反 的 变化 趋势 ，DETA/NO 作用 浓度 达到 30 mol/L 即 可 引起 活 ; 


= 


EZ. NO 和 炎症 因 


F TNF-a, IL-1, IL-6 的 显著 增加 ， 说 明 DETA/NO 作用 浓度 达到 30 nmoyL 即 可 引起 细胞 
不 同 程度 的 损伤 。 
建立 氧化 应 激 模 型 时 ， 细 胞 存活 率 不 宜 过 高 或 过 低 ， 既 要 引起 足够 的 细胞 损伤 ， 同 时 还 


要 考虑 细胞 存活 率 不 可 过 低 ; 车 存活 率 过 低 ,说 明 大 量 的 细胞 已 经 死亡 , 会 造成 细胞 不 可 恢 


复 的 损伤 , 不 利于 后 续 试 验 研究 ; 若 存活 率 过 高 , 说 明细 胞 的 长 势 较 好 , 细胞 的 活力 也 较 好 ， 
氧化 后 不 会 造成 明显 的 损伤 ， 也 不 利于 后 续 试 验 的 开展 00。 金 鹿 等 0 研究 指出 ，BMEC 存 


活 率 降 低 到 70%~80% 为 宜 。 在 本 研究 条 件 下 ，1 000 umol/L 组 作用 6h 不 仅 引 起 了 细胞 抗 氧 


化 能 力 的 显著 降低 与 炎症 因子 含量 的 显著 升 高 ， 又 使 细胞 存活 率 保持 在 70%~80%。 


综 上 所 述 ， 以 1 000 pmol/L 的 DETA/NO 作为 刺激 源 ， 作 用 细胞 6h， 引 起 BMEC 氧化 
损伤 ， 这 可 以 作为 建立 BMEC 氧化 损伤 模型 的 适宜 条 件 。 


4 结 论 


O 细胞 存活 率 、 抗 氧化 指标 及 炎症 因子 含量 都 可 以 作为 判别 BMEC 是 否 发 生 氧化 应 激 
的 重要 指标 。 


®© 经 1000 umol/L 的 DETA/NO 处 理 细胞 6h Ja, SOD. CAT. GPx 活性 均 显 著 降低 ， 


MDA、 炎 症 因子 及 NO 含量 ，iNOS 活性 均 显 著 上 升 ， 使 BMEC 产生 明显 的 氧化 应 激 。 以 


DETA/NO 为 应 激 源 ， 作 用 浓度 为 1 000 pmol/L 作用 时 间 为 6 h， 可 以 作为 建立 BMEC 氧化 
损伤 模型 的 适宜 条 件 。 
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Abstract: Due to exuberant metabolism, dairy cows produce a great deal of nitric oxide (NO) 
during lactation, which leads to oxidative stress, and then results in cell toxicity. This experiment 
was conducted to investigate the suitable condition for oxidative damage model of bovine 
mammary epithelial cells (BMEC) induced by diethylenetriamine/nitric oxide adduct (DETA/NO) 
and establish an oxidative damage model. The oxidative damage model of BMEC was established 
using DETA/NO as the stimulation source. BMEC was exposed in DETA/NO with different 
medium concentrations (0, 10, 30, 100, 500 and 1 000 u mol/L) and for different times (2, 4, 6, 8, 
12 and 24 h). According to the analysis of cell survival rate and antioxidative parameters, 
inflammatory cytokines and nitric oxide (NO) contents, as well as inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) activity, the suitable treatment time and concentration of DETA/NO were screened. The 
results showed that the survival rate decreased to 74.27%, and the activitise of superoxide 
dismutase, catalase and glutathione peroxidase also significantly reduced (P<0.05) after that 
BMEC was cultured with 1 000 u mol/L DETA/NO for 6 h. However, the activity of iNOS and 
the contents of NO, interleukin-1, interleukin-6, tumor necrosis factor-a and malondialdehyde 
showed opposite changes and increased significantly (P<0.05). In summary, the treatment of 1 000 
u mol/L DETA/NO for 6 h is suitable for establishment of oxidative damage model. 

Key words: diethylenetriamine/nitric oxide adduct; bovine mammary epithelial cell; oxidative 


damage 


